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I. ABREVIATURES

AB: péptid B-amiloide

ACh: acetilcolina

AChE: acetilcolinesterasa

AChED: acetilcolinesterasa bovina
AChENhr: acetilcolinesterasa humana recombinant
APP: proteina precursora de I'amiloide
ASCh: acetiltiocolina

BACE: B-secretasa

BCh: butirilcolina

BChE: butirilcolinesterasa

BChEh: butirilcolinesterasa humana
BSCh: butiriltiocolina

Chat: colin-acetiltransferasa

ChE: colinesterasa

ICs0: concentracio inhibitoria 50

DTNB: acid 5,5’-ditio-bis(2-nitrobenzoic)
EEM: error estandard de la mitjana
IAChE: inhibidors de I'acetilcolinesterasa
MA: malaltia d’Alzheimer

MAPK: proteina quinasa mitogen activada
MMA: mida maxima dels agregats

MTT: 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difenil-tetrazoli bromur
NMDA: acid-N-metil-D-aspartic

PI3K: fosfatidilinositol 3-quinasa

PKC: proteina quinasa C

PrP: proteina prionica

ROS: espécies de I'oxigen reactives

SNC: sistema nervios central

(#),(-),(+): racemic, levogir, dextrogir
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II. RESUM

La malaltia d’Alzheimer és una de les malalties neurodegeneratives de major
rellevancia i importancia social, essent els inhibidors de I'acetilcolinesterasa
(IAChE) els farmacs d’eleccié pel seu tractament. Tot i aixi, I'eficacia parcial
d’aquestes terapies ha fet que, actualment, la recerca de nous IAChE no es
basi només en la seva capacitat anticolinesterasica, sin6 també en altres
aspectes no canonics d’aquests farmacs, com la capacitat per bloquejar el lloc
periferic de 'AChE que intervé en I'agregacié del péptid B-amiloide, o I'efecte
neuroprotector. En aquest sentit, en el present treball, s’ha determinat I'activitat
anticolinesterasica d’'una nova familia d’lAChE de lloc d'unié dual, els
heterodimers Hup7TCI i Hup7TH, productes de la dimeritzacié de la huprina Y i
la tacrina, aixi com el seu efecte antiagregant davant del procés amiloidogenic
del peptid PrP106-126 induit per 'AChE, i els seus possibles efectes

neuroprotectors en cultius cel-lulars.

S’han determinat les ICsy de les formes racemiques, dextrogires i levogires dels
heterodimers Hup7TCl i Hup7TH per ’AChEhr (AChE humana recombinant) i la
BChEh (BChE humana), mostrant totes elles una alta afinitat pels dos enzims.
Paral-lelament, s’ha estudiat I'efecte d’aquests compostos en l'agregacid
amiloidogénica de la PrP106-126 induida per 'AChEb (AChE bovina), i tots ells
han inhibit de forma significativa aquest procés. Finalment, s’han realitzat
experiments de neuroproteccié amb els mateixos farmacs davant de privacio
sérica en ceél-lules SH-SY5Y, obtenint-se tan sols un lleuger augment de la

viabilitat cel-lular en el cas del compost racémic (x)Hup7TCI.
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ll. INTRODUCCIO

1. GENERALITATS DE LA MALALTIA D’ALZHEIMER

La malaltia d’Alzheimer (MA) és un desordre neurodegeneratiu del sistema
nervios central (SNC), el qual representa la forma més comu de deméncia en
les persones d’edat avangada, constituint el 50-60% de tots els casos de
demencia entre les persones de majors de 65 anys (1). Les estadistiques
mostren que el nombre de pacients de 65 anys €s només del 10%, mentre que
els de més de 85 anys ja arriben al 50% (2). Degut a 'augment de I'esperanga
de vida en els paisos industrialitzats s’estima que en els proxims 50 anys el
nombre de pacients amb MA es triplicara. Aquestes dades sén importants en
tant que la malaltia causa la pérdua progressiva de la memoria i I'alteracié del

comportament, la qual cosa provoca incapacitat funcional i dependéncia.

Tot i el progrés assolit en les dues ultimes décades, el mecanisme patologic
de la MA encara no esta clar. Des del punt de vista molecular, la malaltia es
caracteritza per dues alteracions principals: les plaques neuritiques, diposits
extracel-lulars de fibril-les i agregats del péptid B-amiloide (AB) (3) i els
cabdells neurofibril-lars, que sén agregats intracel-lulars de la proteina tau
hiperfosforilada (4). Aquestes alteracions estan presents principalment en les
zones del cervell associades a I'aprenentatge, la memoria i el comportament

emotiu com I'hipocamp i les regions associatives del cortex cerebral.

El péptid B-amiloide deriva de la proteina de trans-membrana precursora
amiloide (APP). Aquesta pateix com a minim tres trencaments en tres llocs
diferents, deguts a 'acci6 de les secretasses a, B i y (5). En la via majoritaria de
processament d’aquesta proteina I'escissid per part de la secretasa a
(TACE/ADAM17, ADAM10) dona lloc a la formaci6 de I'APPa, que és
secretada, i el fragment c-terminal (C83), que es manté associat a la cel-lula i
que posteriorment sera trencat per la secretasa y. L’APPa és un peéeptid
neurotrofic i neuroprotector. Respecte a la via alternativa, la secretasa B

(BACE1) talla 'APP alliberant la forma secretada APP i el fragment c-terminal



(C99). Aquest, és trencat per la secretasa y donant lloc al péptid AB, que
majoritariament s’allibera a I'espai extracel-lular. Quan es perd I'equilibri entre
les dues vies i hi ha una sobreproduccié d’ApB, la via alternativa es converteix en

prioritaria i per tant, en patologica (Fig.1).

Memb. Memb.
mutacié
a Y
secretasa [ Y ) B
APP N C N -..................».................} C
APPa p3 APPB AB APPa p3 APPB AB
Condicions normals Alzheimer

Fia.1 Processament de ’APP en condicions normals i en malalts d’Alzheimer.

L’AB conté entre 40 i 42 aminoacids. Principalment, es secreta la forma ABi.40, i
només el 10-15% és ABi1.42, que és I'espécie més toxica. Cal tenir en compte
que el péptid AR s’agrega formant oligdmers insolubles que s’acumulen al
cervell donant lloc a les plaques neuritigues. La interacci6 d’AB amb la
mitocondria, aixi com amb les membranes cel-lulars, o per activacio de les
cel-lules glials, dispara la cascada neurotoxica generant estres oxidatiu
(radicals lliures d'oxigen i de nitrogen amb els seus mecanismes
desencadenants) i dany inflamatori. Aquesta cadena d’esdeveniments porta a

la mort neuronal ja sigui per necrosis o per apoptosis.

La “hipotesis de la cascada amiloidogénica” postula que la generacio d’AB, aixi
com la seva agregaci6 i posterior acumulacié en diposits extracel-lulars, és la

principal causa de la MA (6). Segons aquesta teoria, el bloqueig de la formacio




d’AB i/o la seva disposicié en plaques podria prevenir la progressio de la MA

7).

Pel que fa a la proteina tau, aquesta s’expressa associada als microtubuls dels
axons; els estabilitza facilitant aixi el transport axonal (8). En la MA, aquesta
proteina es troba hiperfosforilada i agregada en filaments helicoidals aparellats
formant els cabdells neurdfibril-lars (9). La hiperfosforilacié de les proteines tau,
per tant, provoca la disfuncié del transport neuronal i el posterior trencament del
sistema. La formacié de cabdells neurofibril-lars contribueix a I'aparicié de la
MA. Tot i que encara no esta clar que apareix abans, si els cabdells

neurofibril-lars o les plaques neuritiques.

Tot aixd comporta, tal i com van descriure Davies i Maloney el 1976 (10), una
pérdua de neurones colinérgiques amb una hipofuncié colinérgica associada,
que es carectaritza per una disminucio de la sintesis d’acetilcolina (ACh) degut
a la disminuci6 dels nivells de colin-acetiltransferasa (ChAT) i de colina. A més,
també es redueix significativament el numero de receptors nicotinics i
muscarinics pre-sinaptics (11). La “hipotesis colinérgica” suggereix que la
hipofuncio colinérgica a nivell central contribueix a I'aparicié de la majoria dels

deficits cognitius i de comportament en els pacients amb MA (12).

2. APROXIMACIONS TERAPEUTIQUES ACTUALS | NOVES PROPOSTES

Actualment, els Unics farmacs aprovats pel tractament de la MA per la Food
and Drug Administration (FDA) (Fig.2), aixi com per l'agencia europea i
espanyola del medicament (EMEA i AEM), soén els inhibidors de 'AChE i la
memantina, un antagonista dels receptors N-metil-D-aspartat (NMDA), tot i que

altres aproximacions terapéutiques estan en estudis clinics avancats.

2.1 Inhibidors de ’AChE (IAChE)

Els IAChE actuen inhibint 'enzim responsable de la hidrdlisis de 'ACh. L’ACh

roman a la juntura sinaptica durant més temps i per tant, augmenta la seva



disponibilitat. Son els farmacs d’eleccié pel tractament de la MA i altres formes

de deméncia relacionades (13).

Els quatre IAChE comercialitzats son: la tacrina o tetrahidroacridina (THA)
(1993), el donepezil, derivat piperidinic (1996), la rivastigmina, un carbamat
(2000) i la galantamina, un alcaloide d’origen natural (2001) (Fig.2). Sén
inhibidors reversibles i competitius, només la rivastigmina s’uneix de forma
pseudoirreversible al lloc estearic del lloc actiu de 'AChE. EIl donepezil i la
galantamina son selectius per 'AChE i en canvi la rivastigmina i la tacrina
inhibeixen tant TAChE com la butirilcolinesterasa (BChE). Tots ells i pel que fa
als efectes secundaris, presenten nausees, vomits, diarrea i anorexia (efectes
colinergics). La tacrina també provoca hepatotoxicitat i en conseqiencia

rarament es prescriu (13).
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Fig.2 Estructura dels farmacs actualment aprovats per la FDA pel tractament de la MA.

Estudis pre-clinics mostren que els quatre IAChE comercialitzats, i
particularment el donepezil, presenten efectes neuroprotectors in vitro i in vivo.

Diferents mecanismes han estat proposats per explicar els efectes




neuroprotectors d’aquests farmacs, tots ells independents de la inhibicié de la
hidrolisis de I'ACh. Bloqueigen I'excitotoxicitat induida pel glutamat al ser
antagonistes dels receptors NMDA (14), mobilitzen el Ca®" intracel-lular del
reticle endoplasmatic activant els receptors o1 (15) i/o regulen a l'alga la variant
neuroprotectora de 'AChE, '’'AChE-R o forma retro (16).

Altres mecanismes posen de manifest la relacié entre el sistema colinérgic i el
metabolisme de I'APP. L’activacié indirecta dels receptors muscarinics i
nicotinics per part dels IAChE sembla tenir el mateix efecte que I'activacié per
agonistes directes explicada més endevant. Aixi, estudis in vitro demostren
'increment dels nivells de 'APPa induits per la tacrina i el donepezil via
proteina kinasa C (PKC) (17). Altres estudis mostren que indueixen la sobre-
expressié de la proteina antiapoptotica bcl-2 al estimular els receptors
nicotinics subtipus a7 i a4B2 (18). Cal afegir que la galantamina, a més, també

€s un activador al-losteric dels receptors nicotinics subtipus a4{32.

Per altra banda, se sap que 'AChE a més de la seva capacitat d’hidrolitzar
'ACh, també és capa¢ de promoure l'agregacié amiloidogénica tant de la
proteina AR com de la proteina pridnica (19,20). Els experiments fets per
Inestrosa i cols. (21) demostren que '’AChE pot unir-se al peptid AB, induir-li un
canvi conformacional cap a la forma amiloidogéncia, i accelerar-ne el seu
procés d’agregacio i formacio de fibril-les amiloides. Diferents estudis tant in
vitro (22) com in vivo (23) mostren que '’AChE forma complexes estables amb
el péptid AB, i no només n’accelera la seva agregacié i la formacié de plaques
amiloides, sind que també n’augmenta la seva neurotoxicitat. Aquest efecte
amiloidogénic de 'AChE descrit per 'AB, ha estat també demostrat per les
proteines amiloidogéniques PrP106-126 i PrP82-146 (19,20).

D’acord amb l'estructura de 'AChE se sap que el lloc catalitic de I'enzim es
troba al final d’'una gorja, mentre que la capacitat per induir I'agregacié
amiloidogénica es troba al lloc anomenat periféric tal com indica la figura 3.
L’agregaciéo amiloidogénica induida per 'AChE és inhibida per substancies

especifiques per aquest lloc tals com el iodur de propidi (24).



Dels quatre IAChE comercialitzats tan sols el donepezil és capa¢ d’inhibir

I'agregacio de la proteina AR induida per 'AChE.

|Caialy1ic
triad

Fig.3 Estructura de ’AChE on s’observa el lloc catalitic
(vermell) i el lloc periféric (verd).

2.2 Agonistes dels receptors colinergics

Considerant la MA com una hipofuncié colinérgica, s’han buscat possibles
moléecules que actuin a nivell dels receptors muscarinics M1 i M3 o bé dels
nicotinics subtipus a3, a4B32 i a7, ja que a tots ells se’ls ha relacionat amb
processos congnitius i neuroprotectors. Aixi doncs, els receptors M1 i M3, a
part de presentar un paper important en les funcions de memoria i
aprenentatge, faciliten la secrecié de 'APPa via PKC, tirosin-kinasa i proteina
kinasa mitogen-activada (MAPK) (25,26) (Fig.4). També s’ha observat que, els
subtipus de receptors nicotinics a3, a4p2 i a7 també faciliten el processament
de I'APP via secretasa a (Fig.4), i a més, sembla que inhibeixen I'agregacié
d’AB (27). Altres estudis mostren, com ja s’ha comentat, que 'estimulacié dels
subtipus a7 i a4B2 indueixen la sobre-expressio de la proteina antiapoptotica
bcl-2 (18).
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Fig.4 Regulacié muscarinica i nicotinica del metabolisme de I’APP. Pakéaski, M. 2008.
Ineraccions between the amyloid and cholinergic mechanisms in AD.

2.3 Memantina

La memantina és un antagonista moderat dels receptors NMDA. Redueix
I'excitotoxicitat induida pel glutamat in vivo i in vitro i preveu la
neurodegeneracié en els pacients d’Alzheimer. Es efectiva en els estadis
moderats i severs de la malaltia i va ser aprovada pel tractament de la MA per
la FDA I'octubre del 2003 (28) (Fig.2).

2.4 Modificadors de la malaltia d’Alzheimer

Diferents estratégies farmacologiques s’han concentrat en reduir i/o modular la
produccio d’AB actuant en els diferents punts de la cascada amiloide; des de la
seva produccié i la seva deposicid (vacunes, anticossos monoclonals contra
varis epitops d’AB, terapies antiquelants) fins als seus efectes inflamatoris
(inhibidors de la ciclo-oxigenasa 1 i 2) (29). Actualment s’estan desenvolupant
inhibidors de la secretasa B capagos d’entrar dins dels endosomes de la
cel-lula, on es creu que té lloc majoritariament el trencament de 'APP (30), aixi
com antioxidants especifics per la mitocondria com el MitoQ, en fase I

d’assaigs clinics per la Antipodean Pharmaceuticals Inc (31).



Una altra via de desenvolupament de nous farmacs es basa en la combinacio
de dos 0 més farmacofors capacos de modular simultaniament maltiples dianes
farmacologiques. Aquests nous farmacs, se’ls ha anomenat lligands directes a
multiples dianes (32). En son exemples el ladostigil (TV3326) en fase Il
d’assaigs clinics (33), el lipocrine (34), la memoquina (35) i els IAChE de lloc
d’unié dual, capagos d’inhibir de forma simultania el lloc actiu i el lloc periféric
de 'AChE. L'estudi d’aquests ultims ha estat I'objectiu principal d’aquest treball,

per aixo els expliguem amb més detall en el proper apartat.

3. NOVES ESTRATEGIES AMB ELS IAChE: HUPRINES | HETERODIMERS

Als anys noranta, amb I'objectiu d’incrementar I'afinitat dels IAChE pel lloc actiu
de I'enzim, es van comencar a desenvolupar les huprines (Fig.5) per hibridacié
molecular de dos IAChE coneguts, la tacrina i la (-)huperzina A. De forma
contemporania, una estratégia conjuntiva diferent iniciada amb la tacrina va ser
desenvolupada per Pang i cols. (36,37). Van dissenyar una nova classe de
farmacs d’alta afinitat i de lloc d’'unié dual combinant dues unitats de tacrina,
unides per una cadena d’oligometilens (linker) de llargada adient per permetre
la interacci6 simultania de les dues unitats amb els residus clau del lloc actiu i
el lloc periferic de I'enzim. EI compost més actiu, la bis(7)-tacrina, té una

activitat 150 vegades major que la tacrina davant de 'AChE en cervells de rata.

La combinacié de l'estrategia d’hibridacid, iniciada amb les huprines, amb
I'estratégia d’unid de lloc dual desenvolupada per Pang i cols. (36,37) va
permetre el disseny d’'una nova serie de compostos, els heterodimers huprina-
tacrina (Fig.5), que combinen una huprina Y amb una tacrina addicional unides

per una cadena de set a nou carbonis.
3.1 Huprines
Les huprines combinen el sistema 4-aminoquinolina de la tacrina amb el pont

carbociclic de la (-)huperzina A compartint caracteristiques d’ambdos models

parenterals a I'hora d’unir-se a I'enzim (38). Els enantiomers levogirs de la

10



huprina X i Y (amdues amb un clor en la posicié tres) han resultat ser les

huprines més potents amb valors de les ICsq per TAChEh de rang nanomolar.

Farmacologicament, estudis en hipocamp de rata mostren que tant la huprina X
com la Y son agonistes dels receptors M1 (39). Paral-lelament, Canudas et al.
(40) van trobar que la huprina Y prevenia de forma parcial la mort cel-lular
induida pel glutamat en cultius de cel-lules de cerebel de rata. Per altra banda,
estudis recents en el nostre laboratori, demostren que tant la huprina Y, com la
X'i la Z, inhibeixen I'agregacio del péeptid PrP106-126 induida per 'AChEb en
un 84%, 69% i 89%, respectivament (19).

3.2 Heterodimers huprinaY-tacrina

Els heterodimers huprina Y-tacrina, IAChE de lloc d’'unié dual derivats de la
dimeritzacié d’'una huprina Y i una tacrina o 6-clorotacrina (41) (Fig.5), van ser
sintetitzats amb I'objectiu d’optimitzar el model de les huprines. S’intentava
obtenir compostos amb una alta afinitat pel locus catalitic de 'AChE i a la
vegada amb efectes antiagregants AR donada la seva condicié d’inhibidors del

lloc periferic de I'enzim.

Les formes racémiques d’quests heterodimers van presentar valors de les ICsg
per TAChEh de rang nanomolar (0,29-0,5 nM), fins a 700 vegades més potents
que la tacrina, i fins a tres vegades més potents que la huprina Y (41). Cal
afegir, que també sbén capacos d’inhibir la BChEh, considerada d’interés pel
tractament de la MA, donat que també metabolitza '’'ACh i amb el progrés de la
malaltia el ratio BChE/AChE augmenta.

Per altra banda, resultats preliminars en el nostre laboratori amb els
heterodimers huprina Y-tacrina de vuit carbonis mostren significatius efectes
antiagregants de la PrP106-126 i potents accions agonistes d’aquests farmacs

sobre els receptors M1.

11
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IV. OBJECTIUS

Tal i com hem comentat anteriorment, un dels principals factors que intervé en
el desenvolupament de la MA és l'agregacié de la proteina AB, i a més el
procés degeneratiu que té lloc durant la malaltia indueix una pérdua remarcable
de l'activitat colinérgica en el SNC. Es per aquest motiu que en col-laboraci6
amb el grup del Dr. Pelayo Camps del departament de Quimica Farmaceutica
de la Facultat de Farmacia de la Universitat de Barcelona, hem estudiat el perfil
farmacologic dels anticolinesterasics heterodimerics Hup7TCl i Hup7TH, i en

aguest sentit, els nostres objectius han estat:

1. Estudiar 'accio inhibidora dels heterodimers, i en especial les formes
enantiomeriques, sobre les activitats de 'AChEhr (AChE humana
recombinant) i la BChEh (BChE humana), ambdues relacionades
amb la hidrolisi de 'ACh.

2. Donat que aquests compostos han estat dissenyats per interaccionar
en ambdos llocs de I'enzim AChE, el catalitic i el periféeric, també hem
estudiat la capacitat d’aquests compostos per inhibir I'agregacio
amiloidogénica mitjangant I'agregacido de la proteina PrP106-126
induida per ’AChEb (AChE bovina).

3. Per ultim, i donada la importancia dels processos apoptotics en les
malalties neurodegeneratives, hem analitzat el possible efecte
neuroprotector dels heterodimers Hup7TCIl i Hup7TH en front de

privacio sérica en cel-lules SH-SY5Y de neuroblastoma huma.
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1. MATERIAL

Tots els productes quimics emprats en el present treball, van ser de la puresa
adequada per a l'analisi: acetiltiocolina (ASCh) de Sigma Aldrich (St. Louis,
EUA), acetonitril de Merk (Darmstadt, Alemanya), acid clorhidric de Panreac
Quimica S.A., acid 5,5-ditio-bis(2-nitrobenzoic) (DTNB) de Sigma Aldrich,
bicarbonat sodic (NaHCO3) de Merk, butiriltiocolina (BSCh) de Sigma Aldrich,
clorur de sodi (NaCl) de Merk, clorur de potassi (KCI) de Merk, dimetil sulfoxid
(DMSO) de Sigma Aldrich, estreptomicina de Sigma Aldrich, fosfat de potassi
monobasic (KH,PO,) de Merk, fosfat de sodi dibasic dihidratat (Na;HPO4.2H,0)
de Merk, glutamina de Sigma Aldrich, iodur de propidi de Sigma Aldrich, medi
DMEM/F12 (Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium/Nutirent Mixture F12 Ham)
amb 15 mM d’hepes i bicarbonat sodic de Gibco (Meryland, USA), MEM solucié
d’aminoacids no essencials de Sigma Aldrich, 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-
difenil-tetrazoli bromur (MTT) de Sigma Aldrich, penicil-lina de Sigma Aldrich,
serum fetal bovi de Cultek (Regne Unit), triton X-100 de Sigma Aldrich, i TRIS-
hidroximetil-aminometa ultrapur de MB Grade, USB (Cleveland, Ohio, EUA).
Els enzims: acetilcolinesterasa  humana  recombinant  (AChEhr),
acetilcolinesterasa bobina (AChEb), butirilcolinesterasa humana (BChEh) i

tripsina-0,2 g EDTA, es van adquirir a Sigma Aldrich.

Les formes racemiques i enantiomeriques dels farmacs Hup7TCl, Hup7TH, la
huprina Y (HY) i la tacrina (THA) van ser sintetitzades pel laboratori de Quimica
Farmaceéutica de la Facultat de Farmacia de la Universitat de Barcelona. Les
solucions patrons dels farmacs es van preparar en aigua bidestil-lada esteril al
45% de metanol a una concentracio 1 mM, i es van conservar a 4°C. La
concentracid de metanol en els diferents assaigs va ser sempre inferior al
0,05%. Els peéptids prionics PrP106-126, PrP106-126-cumarina i PrP106-126
scrambled van ser sintetitzats i subministrats pel Laboratori di Chimica e
Biochimica delle Proteine. Istituto di Ricerche Farmacologiche Mario Negri.

Mila. Italia.
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2. METODES

2.1 Determinacié de [I’activitat anticolinesterasica in vitro dels
heterodimers Hup7TCl i Hup7TH

L’activitat anticolinesterasica dels heterodimers huprina Y-tacrina es va
determinar espectrofotometricament seguint el métode descrit per Ellman (42).

Aquest metode es basa en la reaccié segient:

ASCh LhE» Tiocolina + acetat

Tiocolina+ DTNB ———3  Color groc

La primera part de la reaccié consisteix en la hidrolisis de 'ASCh per part de
'’AChE produint-se com a metabdlits la tiocolina i I'acetat. En la segona part, la
tiocolina s’uneix al reactiu DTNB i dona un producte de color groc. La produccié
de color és indicadora de la quantitat d’ASCh degradada per 'AChE. Per
determinar I'activitat de la BChE es segueix el mateix metode, perd en aquest

cas, el substrat és la BSCh.

Per estudiar la capacitat inhibitoria dels farmacs objecte d’estudi, es van afegir
els inhibidors a concentracions creixents a la reacci6 de manera que
desplacessin el substrat de la seva unié amb I'enzim (AChEhr i BChEh), evitant
aixi la seva hidrolisi. Aquestes concentracions creixents de farmacs es van
afegir a una soluci6 de incubacié que contenia tampo fosfat 0,1 M pH 8, DTNB
333 mM i 0,02 U/ml d’enzim, i que es va deixar preincubar 20 minuts a 37°C,
temps necessari perqué s’establis un equilibri entre la interaccié del farmac i
'enzim. A continuacié es va afegir ’TASCh o la BSCh a una concentracié de 450
MM i 300 puM, respectivament, i es va deixar incubar 5 minuts a 37°C perque la
reaccio entre el substrat i 'enzim tingués lloc. L’experiment es va realitzar en
plaques de 96 pous i cada pou es va portar a un volum final de 300 pl. La
produccio del color groc es va mesurar a una longitud d'ona de 414 nm
mitjangant I'espectrofotdmetre Perkin-Elmer Lambda 2 equipat amb un
canviador automatic de sis cél-lules. Es van dur a terme un minim de 4

experiments per duplicat per cada farmac inhibidor.
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Les dades obtingudes van permetre construir les corbes de concentracio-
inhibicio pels heterodimers mitjangant I'analisi de regressio no lineal utilitzant el
programa GraphPad (GraphPad software; San Diego, EUA), la qual cosa va
donar una estimacio de la concentracio inhibitoria 50 (ICso), és a dir, la
concentracié de farmac que inhibeix I'activitat de I'enzim al 50%. Els resultats
es van expressar com la mitjana de la ICsy % I'error estandard de la mitjana
(EMM).

2.2 Estudi de I'efecte antiagregant dels heterodimers Hup7TCl i Hup7TH
en I’agregacio amiloidogénica del peptid PrP106-126 induida per ’AChE

Per a l'estudi de lI'efecte antiagregant dels farmacs Hup7TCl i Hup7TH es va
disposar del peptid PrP106-126, peptid sintetic homoleg a la regié 106-126 de
la proteina prionica humana (PrP) (43) marcat amb fluorescéncia amb una
cumarina unida a un residu lisina (Lys). També es va disposar de la seqiéncia
106-126 scrambled igualment marcada amb cumarina com a péptid control no

agregant.

Previa la utilitzacié dels péptids, es va dur a terme una liofilitzacié per millorar-
ne les condicions de puresa. Els péptids es van diluir, fins a arribar a una
concentracio de 0,5 mM, en una barreja d’aigua destil-lada i acetonitril al 50%
(v/v) amb un pH no superior a 8. Una vegada diluides les mostres es van
centrifugar a 12.000 rpm durant 11 minuts i posteriorment es van congelar a -80

°C. Un cop congelades es va procedir a la liofilitzacié dels péptids prionics (19).

Posteriorment, es va incubar el peéptid prionic conjuntament amb els
heterodimers Hup7TCl i Hup7TH en abséncia i preséncia d’AChEDb. El peptid
PrP106-126 un cop liofilitzat va ser dissolt en tampo6 TRIS-HCI 100 mM (pH 7,5)
per tal de que arribés a una concentracié final de 500 uM al barrejar-se amb
'enzim i els farmacs. L’AChEDb es va dissoldre en el mateix tampd i es va afegir
a les mostres de PrP106-126 (500 uM) assolint una concentracio final de 2,5
MM. Finalment, es van afegir els farmacs en quantitat suficient perque

arribessin a una concentracio final de 100 puM. Les mostres es van deixar

16



incubar 48 hores a temperatura ambient. Com a control positiu es va utilitzar el

propidi (inhibidor especific del lloc periféric de I'enzim), també a 100 pM.

El volum final de tots els assaigs va ser de 30 pl. Tots els experiments es van
realitzar per triplicat. Una vegada transcorregut el temps d’incubacio
corresponent, per aturar el procés d’agregacid en el moment desitjat les
mostres es van centrifugar a 12.000 rpm durant 11 minuts, se’n va eliminar el

sobrenedant i els precipitats es van congelar pel seu posterior analisi (19).

2.2.1 Microscopia de fluorescéncia i analisi d’imatges

Per I'analisi de les mostres els precipitats es van resuspendre en 10ul de tampo
TRIS-HCI 100 mM (pH 7,5). 10 ul d’aquesta suspensié va ser dipositada de
forma homogenia sobre un portaobjectes gelatinat i va ser observada al
microscopi de fluorescencia (OLYMPUS BX51, Japan) a 10x augments. El
fluorocrom que marcava els peptids era la cumarina, que s’excita a una longitud
d’ona de 340 nm i emet a 405 nm, tenint en compte aquestes caracteristiques,
el filtre del microscopi de fluorescencia que es va utilitzar va ser el DAPI. Tres
imatges corresponents a tres camps diferents de cada preparacié adquirides
amb el microscopi de fluorescéncia van ser analitzades posteriorment amb el
programa ImageJ (Versié 1.40g). De cada imatge es van analitzar les arees
dels tres agregats de mida maxima i es van fer les mitjanes corresponents per
cada mostra i per cada tractament. A partir d’aquestes dades es va calcular el
percentatge de reduccid de la mida maxima dels agregats (MMA) de cada
tractament en relacié amb les dades de la MMA del grup PrP106-126 + AChEDb.

2.3 Estudis de toxicitat i neuroproteccié amb els heterodimers Hup7TCl i
Hup7TH en cél-lules SH-SY5Y

2.3.1 Cultiu cel-lular

En els estudis de toxicitat i neuroproteccio es va utilitzar la linia cel-lular SH-
SY5Y, cél-lules de neuroblastoma derivades de tumors malignes avancats del

sistema simpatic adrenergic ganglial. Es van cultivar a 37°C en una atmosfera
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humidificada que contenia CO, al 5%. El medi de creixement va ser el
DMEM/F12, complementat amb sérum fetal bovi inactivat al 15% (v/v),
glutamina 2 mM al 1,2% (v/v), aminoacids no essencials al 1,2% (v/v), 100 U/mi
de penicil-lina i 100 U/ml d’estreptomicina. Una vegada les cél-lules van arribar
al 80% de confluencia es van sembrar en plaques de 96 pous. La densitat

cel-lular a les plaques va ser de 175.000 cel-lules/ml afegint 200ul/pou.

2.3.2 Estudis de toxicitat. Induccié de [I'apoptosis i tractament

farmacologic

Es van seleccionar els enantiomers levogirs i les formes racémiques dels
heterodimers Hup7TCI i Hup7TH donat que havien resultat ser els compostos
més actius davant de '’AChEhr. El marge de concentracions utilitzat va ser 10°
M-10 M. Les diferents solucions es van preparar a partir d’una solucié mare
10" M preparada amb H,O bidestil-lada estéril sota campana a partir de la
solucié patré 10> M. Els experiments es van dur a terme en preséncia dels

compostos parenterals huprina Y i tacrina a la concentracié de 10° M.

Abans d’estudiar la capacitat neuroprotectora dels farmacs objecte d’estudi es
va comprovar que no induissin toxicitat en cél-lules SH-SY5Y. Els farmacs
dissolts en el medi de cultiu es van afegir a les 24 hores d’haver sembrat les
cel-lules i es van deixar incubar durant 24 hores més. A continuacié es va

realitzar I'assaig de viabilitat cel-lular (MTT).

Posteriorment, i a fi d’analitzar la possible accié neuroprotectora dels farmacs,
es van establir les condicions experimentals per la induccié de lI'apotosis per
privacio serica: 0% de serum per un periode de 24 hores van induir un 50% de
reduccié de la viabilitat cel-lular. Els farmacs es van afegir a les 24 hores
d’haver sembrat les cél-lules de forma concomitant amb la privacié serica.

Finalment, es va realitzar I'assaig de viabilitat cel-lular (MTT).
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2.3.3 Assaig de determinacio de la viabilitat cel-lular

Per avaluar els processos de toxicitat i apoptosis es va analitzar la viabilitat
cel-lular mitjancant la reduccié del 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difenil-tetrazoli
bromidi (MTT). Els mitocondris actius de les cél-lules vives poden reduir el MTT
per produir formazan, la quantitat del qual esta directament relacionada amb el
nombre de cél-lules vives. Per determinar la viabilitat de les cél-lules després
dels diferents tractaments es va afegir al cultiu el MTT (100 pl per pou) dissolt
en medi sense serum a una concentracié de 0,5 mg/ml durant dues hores. Es
van eliminar les restes de medi i es va dissoldre el formazan resultant en
DMSO (50 pl per pou). La quantitat final de formazan va ser quantificada
mitjangant la determinacié de I'absorbancia a les longituds d’ona de (A) 595 nm
i 620 nm utilitzant I'espectrofotdmetre Multiskan (Labsystems multiskan MS,
type 352). L’absorbancia final és el resultat de la diferéncia d’absorbancies:

I'absorbancia a 595 menys I'absorbancia a 620.

Els percentatges de supervivéncia dels diferents grups de tractament han estat

calculats emprant la formula seguent (44) :

Supervivencia (farmac i —serum)

% Supervivéncia = x 100

Supervivencia (control o medi de cultiu sol)

3. ANALISI ESTADISTICA

En tots els casos, els resultats s’han expressat com la mitjana + EEM, com a

minim de tres experiments realitzats per triplicat.

Per analitzar les diferencies entre els grups de tractament es va utilitzar el test
de la t de Student de dues cues per grups desaparellats. Per comprovar les
mitjanes de meés de dos grups es va fer servir el test d’analisi de la variancia
(ANOVA) d'un factor seguit del test de Dunnett o del de Tukey. El nivell de

significacié es va fixar en p < 0,05.
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VI. RESULTATS

1. DETERMINACIO DE L’ACTIVITAT ANTICOLINESTERASICA IN VITRO
DELS HETERODIMERS HUP7TCI | HUP7TH

Per determinar les ICsy dels heterodimers Hup7TCl i Hup7TH, és a dir, la
concentracioé necessaria per inhibir I'activitat maxima de I'enzim en un 50%, es
van realitzar les corbes d’inhibicio de les formes racémiques i enantiomeriques
(Fig.6) de cada un dels farmacs tant per TAChEhr com per la BChEh. Les
corbes es van determinar per duplicat a rad de dotze concentracions per cada
inhibidor, i es van fer un minim de quatre experiments per cada compost i per
cada enzim. L’abséncia d’inhibidors va representar la maxima activitat
enzimatica (100%), i es va utilitzar per calcular el percentatge d’inhibicié de
'enzim per cadascuna de les concentracions de farmac. Els mateixos
experiments es van dur a terme per la huprina Y i la tacrina per tal de poder
comparar les dades obtingudes dels heterodimers amb les dades dels seus

compostos parenterals.

A la taula 1 es representen els valors de les ICs, corresponents a la inhibicié de
'AChEhr i de la BChEh per les formes racémiques i enantiomériques dels
compostos Hup7TCl i Hup7TH, utilizant la huprina Y i la tacrina, com a farmacs
de referéncia. En tots els casos, els farmacs estudiats van presentar més
afinitat per 'AChEhr que per la BChEh. Entre les diferents formes dels
heterodimers, els enantiomers levogirs son els que es van mostrar més actius a
I'hora d’inhibir TAChEhr ((-)Hup7TH 1,33 nM i (-)Hup7TCl 2,04 nM). Respecte a
la BChENh, els compostos més afins van resultar ser el (+)Hup7TCl (55,98 nM) i
el (£)Hup7TH (87,09 nM). La serie Hup7TH es va mostrar més activa a I'hora
inhibir TAChEhr que la série Hup7TCI (Taula 1), contrariament al que va passar
amb la BChEh.
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Fig.6 Sigmoidees corresponents a les activitats anticolinesterasiques dels enantiomers (-)Hup7TClI,
(+)Hup7TClI, (-)Hup7TH i (+)Hup7TH a diferents concentracions davant de a. ’AChEhr i b. la BChEh. (-)
=enantiomer levogir; (+) =enantiomer dextrogir. Els valors expressen la mitjana de cada concentracio

realitzada per duplicat amb un total de 12 concentracions.
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AChEhr BChEh
Compost
ICs0 (NM) n ICs0 (NM)

(+)Hup7TCl | 3,83+0,29 6 73,27 + 5,97
(-)Hup7TCl | 2,04 +0,20 4 86,76 + 4,16
(+)Hup7TCl | 11,51 +1,00 7 47,37 + 4,39
(x)Hup7TH 1,82+0,13 13 87,09 £ 4,24
(-)Hup7TH 1,33 + 0,08 13 132,76 + 4,08
(+)Hup7TH 5,82 +0,15 5 138,92 + 5,24
THA 356,65 *+ 25,5 15 24,81 + 0,56
HY 0,62 +0,03 9 175,28 + 6,28

Taula 1 Activitat inhibitoria in vitro dels heterodimers Hup7TCl i Hup7TH, de la tacrina (THA) i

de la huprina Y (HY) sobre I'activitat dels enzims AChEhr i BChEh. (+) =compost racémic; (-)

=enantiomer levogir; (+) =enantiomer dextrogir. Els valors expressen la mitjana + EEM (error
estandard de la mitjana) del nombre d’experiments indicats (n), realitzats per triplicat.
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2. ESTUDI DE L’EFECTE DELS HETERODIMERS HUP7TCI | HUP7TH EN
L’AGREGACIO AMILOIDOGENICA DEL PEPTID PrP106-126 INDUIDA PER
L’AChE

Donat que s’ha descrit que I'efecte proagregant de 'AChE sobre el péptid AB
segueix un proceés similar al que es produeix sobre el peptid PrP106-126, i s’ha
demostrat que inhibidors especifics del lloc periféric de I'enzim bloquegen
aguest efecte, es va estudiar I'efecte dels heterodimers Hup7TCl i Hup7TH,
IAChE dissenyats per inhibir tant el lloc catalitic com el lloc periféric de I'enzim,
en el procés d’agregacié amiloidogénica del péptid PrP106-126 induida per
AChEb. A més a més, estudis realitzats en el nostre laboratori, mostren que
les huprines, compostos parenterals dels heterodimers objecte d’estudi,
presenten un clar efecte inhibidor de I'agregacié induida per ’AChEb sobre el
péptid PrP106-126.

L’efecte d’aquests heterodimers sobre I'agregaciéo de la PrP106-126 induida
per 'AChEb es va determinar a les 48 hores d’incubacié i I'agregacio es va
analitzar mitjancant microscopia de fluorescéncia. Els dos dimers en totes les
seves formes, racémiques i enantiomerigues, van revertir de forma significativa
I'efecte agregant induit per TAChEb amb valors de MMA molt propers al grup

control, no mostrant diferencies estadisticament significatives entre els gurps
(Fig. 8).

3. ESTUDIS DE TOXICITAT | NEUROPROTECCIO DELS HETERODIMERS
HUP7TCI | HUP7TH EN CEL-LULES SH-SY5Y

Atés que hi ha estudis que indiquen que la tacrina té efectes neuroprotectors, i
experiments previs realitzats en el nostre laboratori demostren una recuperacio
de la viabilitat cel-lular en cel-lules PC12 tractades amb huprina Y, un dels
nostres objectius va ser estudiar el possible efecte neuroprotector dels
heterodimers Hup7TCl i Hup7TH, compostos derivats dels anteriors, davant de

la mort cel-lular induida per privacio sérica.
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Fig.7 Imatges representatives de microfotografia fluorescent de a. PrP106-126 500 pM, b. Prp106-
126 500 UM + AChE 2,5 M, c. PrP106-126 500 UM + AChE 2,5 uM + ()Hup7TCl 10*M i d. PrP106-
126 500 pM + AChE 2,5 pM + (x)Hup7TH 10™ M, durant 48 hores de incubacio a temperatura
ambient. Les imatges mostren com el tamany dels agregats disminueix en preséncia dels farmacs,
posant de manifest la seva capacitat inhibitoria davant de I'agregacioé de la PrP106-126 induida per
’AChEDb. Barra, 100pm. Augments 10x.

Estudi de I'efecte antiagregant dels heterodimers
Hup7TCl i Hup7TH
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Fig.8 Determinacio de la capacitat inhibitoria de I’agregacié de PrP106-126 (500 uM) induida per
I’AChEDb (2,5 pM) dels heterodimers Hup7TCl i Hup7TH (10 M), i el iodur de propidi (PROP) (10™ M).
Els valors sobre les barres representen el percentatge d’inhibicié de la MMA induit pels diferents
farmacs. CNT = control; () =compost racémic; (-) =enantiomer levogir; (+) =enantiomer dextrogir. Els
resultats s’expressen com la mitjana £ EEM de la mida maxima dels agregats (MMA; um?) de com a
minim tres experiments realitzats per triplicat. a p <0,001 respecte al control; *** p < 0,001 respecte a
PAChEDb.
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En primer lloc, es va fer un estudi de toxicitat amb els heterodimers Hup7TCl i
Hup7TH i els seus compostos parenterals huprina Y i tacrina per descartar
'opcié de que aquests fossin neurotdxics. Es van seleccionar els enantiomers
levogirs i els compostos racemics donat que havien resultat ser els més actius
a I'hora d’inhibir FAChEhr. Amb aquest objectiu es va utilitzar la reduccié del
MTT a formazan en cél-lules SH-SY5Y de neuroblastoma huma per detectar
possibles canvis en la viabilitat. Els farmacs van ser estudiats en un ampli
marge de concentracions (10° M-10° M) i van ser incubats durant un periode
de 24 hores. Tal i com es pot observar a la figura 9, la incubacié d’aquests

compostos no va modificar en cap cas la viabilitat cel-lular.

En segon lloc, es va procedir a realitzar I'estudi de I'efecte d’aquests
heterodimers en front de privacio serica durant 24 hores en cel-lules SH-SY5Y

a les mateixes concentracions utilitzades anteriorment (10 M-10 M).

Entre totes les formes dels heterodimers estudiats, només es va observar una
lleugera recuperacié de la viabilitat cel-lular (no significativa estadisiticament)
en preséncia del (+)Hup7TCl (10'M i 10®M), assolint-se uns nivells de
supervivencia cel-lular un 23% superior respecte al control negatiu (medi sense
sérum) (Fig.10).

25
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Fig.9 Efecte dels heterodimers Hup7TCI, Hup7TH, la tacrina (THA) i la huprina Y (HY) sobre la

viabilitat cel-lular en cél-lules SH-SY5Y durant un periode de 24h. L’Hup7TCl i ’Hup7TH es van

afegir a diferents concentracions (1- 0,001 uM). La THA i la HY es van afegir a 1 uM. mc =medi

complet; (£) =compost racémic; (-) =enantiomer levogir. Els valors s’expressen en mitjanes *
EEM com a % del valor control de tres experiments realitzats per triplicat.
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Estudi de neuroproteccio de I'heterodimer Hup7TCI
120

100

Viabilitat cel-lular {% control)
EiN (o] (o]
o o o

=]
o

mc [-s) 1 010010001 1 010010001 1 1 [uM]
{£)Hup7TCI (JHup?TCl THA HY

{-s)

Estudi de neuroproteccio de I'heterodimer Hup7TH
120

100

Viabilitat cel-lular % control]
I (=) Lee]
L] ] Lo}

)
Lo

mc [-8) 1 01 001 0001 1 01 001 0001 1 1 [uM]
[+)Hup?7TH {Hup7TH THA HY

(-8}

Fig.10 Efecte dels heterodimers Hup7TCl, Hup7TH, la tacrina (THA) i la huprina Y (HY) sobre la
reduccié de la viabilitat cel-lular induida per privacié sérica en cél-lules SH-SY5Y. L'Hup7TCl i
I’Hup7TH es van estudiar a diferents concentracions (1- 0,001 uM); la THA i la HY a 1 uM. Els farmacs
es van afegir de forma concomitant amb el medi privat de serum i es van deixar un periode de 24h. mc
=medi complet; (-s) =privacio serica; () =compost racemic; (-) =enantiomer levogir. Els valors
s’expressen en mitjanes * EEM com a % del valor control de tres experiments realitzats per triplicat.
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VIIl. DISCUSSIO

La hipotesi colinérgica com a causa de la disfuncié cognitiva existent en els
processos neurodegeneratius de la malaltia d’Alzheimer, ha determinat que les
aproximacions farmacologiques pel seu tractament hagin estat basades
classicament en la facilitacio de la neurotransmissié colinergica a diferents
nivells. Entre els compostos emprats pel tractament de la MA, els IAChE (45)
son els que han resultat ser de major utilitat, tanmateix, I'existéncia de
compostos d’eficacia limitada i multiples efectes indesitjats ha fet que
incrementi l'interés pel desenvolupament de nous inhibidors amb una millor

eficacia terapéutica.

En aquest treball hem centrat la nostra atencid en estudiar les accions dels
anticolinesterasics Hup7TCl i Hup7TH, heterodimers derivats de la huprina Y i
la tacrina, tant en aquelles accions relacionades amb la seva activitat
farmacologica principal, inhibir TAChE, com en aquelles no relacionades i que
també son de gran interés en el desenvolupament de la MA: l'agregacio

amiloidogénica i la neuroproteccio.

En primer lloc, es van determinar les capacitats inhibitories d’aquests
compostos en totes les seves formes (racémiques, levogires i dextrogires)
davant de I'AChEhr, i de la BChEh. Els resultats obtinguts van mostrar
clarament que els dos heterodimers huprina Y-tacrina estudiats, Hup7TCI i
Hup7TH, sén dos potents inhibidors de 'AChEhr amb valors de les ICsy de rang
nanomolar. Tot i aixi, al comparar les ICsy de les formes racemiques davant de
'AChEhr (3,83 + 0,29 nM i 1,82 + 0,13 nM pel (£)Hup7TCl i el (£)Hup7TH,
respectivament) amb les corresponents ICso envers ’AChEh (0,25-0,5 nM) (41)
veiem que sén compostos més potents a I'hora d’inhibir TAChEh que a I'hora
d’inhibir TAChEhr. Les diferéncies observades entre els valors de les ICsy dels
compostos racémics obtinguts amb anterioritat podrien ser degudes a les
modificacions metodologiques introduides, aixi com al tipus d’AChE emprada,
en aquest cas 'AChEhr (41).
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Entre totes les formes dels heterodiemrs estudiats, les més actives en front de
'’AChEhr van resultar ser els enantiomers levogirs (-)Hup7TCl i (-)Hup7TH, amb
unes ICso de 2,04 + 0,20 nM i 1,33 £ 0,08 nM, respectivament; mostrant-se la
série Hup7TH lleugerament més potent que la serie Hup7TCl. Respecte a la
seva activitat davant de la BChEh, els dos heterodimers van mostrar valors de
les 1Csp superiors als obtinguts davant de ’AChEhr, indicant que s6n compostos
més afins per TAChEhr que per la BChEh (Taula 1). La rad entre les ICs
BChEh/ICso AChEhr és aproximadament de 43 pel (-)Hup7TCl i de 100 pel (-
JHup7TH.

Nombroses evidéncies mostren que la BChE també juga un paper important en
la hidrolisi de I’ACh, per la qual cosa la seva inhibicié també podria aportar
beneficis terapéutics. En el cervell sa, TAChE suposa un 80% del total de les
colinesterases, mentre que la BChE representa tan sols un 20% (46),
considerant-se que aquesta Ultima juga un paper poc important en la regulacioé
dels nivells d’ACh. Tanmateix, aixd no és aixi en els cervells de pacients amb
MA en els que l'activitat de 'AChE pot disminuir fins a un 55-67% dels valors
normals i en canvi la BChE augmenta la seva activitat. Per tant, ambdos
enzims semblen estar implicats en la regulacié dels nivells d’ACh, podent-se
considerar aixi dos objectius sobre els que incidir per millorar el déficit
colinérgic (47). El fet de que els inhibidors Hup7TCI i Hup7TH, tant les formes
racémiques com els seus enantiomers, produeixin també una inhibicié
considerable sobre la BChE representa una caracteristica de gran interés

d’aquests compostos.

S’ha descrit que 'AChE a través del lloc anionic periféric constitueix un
important cofactor en la fibrilogenesi del péptid AB, essent capag d’interaccionar
amb els agregats amiloidogénics formant complexes macromoleculars de gran
estabilitat (24,48). Estudis previs realitzats en el nostre laboratori, han mostrat
que aquest efecte proagregant de 'AChE envers I'A3, també es dona envers el
péptid prionic PrP106-126 i el PrP82-146 seguint un procés molt similar (19,20).
Aquest efecte és bloquejat pel iodur de propidi, compost que s’uneix de forma
especiifica al lloc perféric de 'AChE. També s’ha demostrat que les huprines
bloquegen I'agregacio de la PrP106-126 induida per 'AChE (19). Aixi, ens vam
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plantejar estudiar I'efecte dels heterodimers huprina Y-tacrina, inhibidors de lloc
d’'unié dual derivats de la huprina Y, sobre I'agregacié del peptid PrP106-126
induida per I'AChEb. En aquest sentit, en incubar els heterodimers en
presencia d’AChEDb, es va observar una clara i significativa inhibicio (al voltant
d’'un 90%) de I'agregacio de la PrP106-126 induida per I'enzim. La capacitat
inhibidora dels diferents compostos va ser similar, no observant-se cap
diferéncia entre les diferents formes de cada grup de compostos, ni entre els
compostos clorats i hidrogenats (Fig.8). Aquests resultats ens confirmen la
naturalesa dual d’aquests heterodimers com a inhibidors del lloc catalitic i del
lloc periferic de I'enzim simultaniament. Per altra banda, sembla ser que
I'afinitat d’aquests compostos pel lloc catalitic €s completament independent de

la del lloc periféric, no existint una relacié entre ambdues accions (24).

Tal i com s’ha descrit a la introduccio, una altra de les accions d’interés pel que
fa als IAChE com a agents terapéutics davant de les malalties
neurodegeneratives és la neuroproteccidé. Estudis pre-clinics mostren que els
quatre IAChE comercialitzats (tacrina, donepezil, galantamina i rivastigmina)
presenten efectes neuroprotectors in vitro i in vivo contra estimuls neurotoxics.
Protegeixen contra la toxicitat induida pel glutamat en cultius primaris de
neurones corticals de rata (49), la induida per 'AB en cultius primaris de
neurones colinérgiques septals de rata (50), cél-lules SH-SY5Y (51) o ratolins
(52). També s’han descrit efectes neuroprotectors en diferents models de
privacio d’oxigen i de glucosa de neurones danyades (53). Aquests efectes
neuroprotectors semblen ser independents de la seva interaccié amb I’AChE, i
es donen, en general, a concentracions més elevades que la 1Cso per ’AChE
(54). Hi ha estudis que demostren diferents mecanismes d’accié com ara que
siguin antagonistes dels receptors NMDA, que indueixin la sobreexpressio de la
proteina antiapoptotica bcl-2 (18), que regulin a I'alga la variant neuroprotectora
de 'AChE (16) o que activin de forma directa o indirecta els receptors
muscarinics M1 i M3 i els nicotinics subtipus a3, a7 i a432 els quals estimulen

la via no amiloidogénica de 'APP (17).

Estudis previs també han demostrat que la huprina Y presenta un efecte
protector davant del glutamat en cultius de cel-lules granulars i també davant
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de lesions estriatals induides per I'acid 3-nitropropionic (40). Paral-lelament, en
el nostre laboratori s’han obtingut resultats de recuperacid de la viabilitat
cel-lular davant de peroxid d’hidrogen, en cél-lules PC12 tractades amb

huprines.

Donat que els dos compostos parenterals dels heterodimers huprina Y-tacrina
mostren efectes neuroprotectors, es van realitzar una série d’experiments amb
el fi d’analitzar la possible accié neuroprotectora dels heterodimers Hup7TCl i
Hup7TH en cél-lules SHSY-5Y. Quan els farmacs (10° M-10° M) van ser
incubats en abséncia de sérum per tal d’estudiar la possible accié protectora
davant d’'un procés apoptotic, els compostos hidrogenats (x)Hup7TH i (-
JHup7TH no van restaurar la mort cel-lular induida per privacié serica. Només
en el cas del derivat clorat (£)Hup7TCI, es va observar un lleuger increment de
la viabilitat cellular d’'un 71% a les concentracions de 107 M i 10® M, sense
que aquests nivells arribessin a ser significatius estadisticament (Fig.10).

En estudis realitzats amb diferents IAChE (donepezil, galantamina i tacrina) en
neurones corticals front a I'agressié causada pel glutamat, es va observar que
I'efecte protector d’aquests IAChE, era més pronunciat com més llarg era el
temps de incubacié, no observant-se efecte neuroprotector quan els IAChE
eren afegits al medi de manera concomitatnt amb el glutamat (49). El fet que el
compost Hup7TCIl doni protecci6 sense preincubacié indica el possible
potencial neuroprotector d’aquest farmac, aixi com la possibilitat de que al
augmentar el temps d’incubacié o preincubacié del seu homoleg Hup7TH
també pugui mostrar proteccid. Actualment, s’estan duent a terme més
experiments amb I'objectiu d’analitzar I'efecte d’aquests heterodimers en front a
diferents estimuls toxics com pot ser I'H,O, sota condicions tant necrotiques

com apoptotiques, i trobar el mecanisme a través del qual es produeix.
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Dels resultats obtinguts en el present treball, en relacié al perfil farmacologic
dels farmacs heterodimers huprina Y-tacrina de cadena d’unié de set carbonis,

Hup7TCl i Hup7TH, destaquem els aspectes seguents:

1. Totes les formes d’'ambdds heterodimers Hup7TCl i Hup7TH (compostos
racemics, enantiomers dextrogirs i levogirs) sén potents inhibidors del
lloc catalitic de 'AChEhr essent els compostos hidrogenats (Hup7TH)

lleugerament més potents que els seus homolegs clorats (Hup7TCl).

2. Totes les formes d’ambdés heterodimers Hup7TCl i Hup7TH (compostos
racemics, enantiomers dextrogirs i levogirs) reverteixen [Iefecte
proagregant de I'’AChEb sobre el peptid PrP106-126, associat al lloc
periferic de I'enzim. Per tant, son també potents inhibidors del lloc
periféeric de TAChEb amb percentatges d’inhibicié semblants als descrits

pel iodur de propidi a una concentracié de 100 uM.

3. Pel que fa als estudis de neuroproteccié cap dels compostos estudiats
ha mostrat efectes neuroprotectors singnificatius, si bé el compost
racemic Hup7TCl va presentar una clara tendéncia a augmentar la
viabilitat cel-lular en abséncia de serum. En cap cas, els compostos
estudiats van mostrar efectes toxics en les cel-lules SH-SY5Y en el

marge de concentracions estudiat.
4. Com a conclusio final podem dir que els heterodimers huprina Y-tacrina

estudiats en aquest treball poden ser considerats com a farmacs

potencialment utils en el tractament de la MA.
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